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ABSTRAK 
 
 
Nama  : Nurul Azisyah 
Nim         : 60500111052 
Judul    : Isolasi dan Identifikasi Senyawa Bioaktif Antibakteri dari Ekstrak  
n-Heksan Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu tumbuhan endemik di 
Sulawesi Selatan yang dikenal dengan nama gofasa dan dimanfaatkan oleh 
masyarakat sebagai bahan kayu bangunan.  Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi 
dan mengidentifikasi senyawa yang terdapat dalam ekstrak n-heksan daun kayu bitti 
(Vitex cofassus) dan untuk menentukan nilai bioaktifitas senyawa antibakteri dari 
ekstrak n-heksan daun kayu bitti (Vitex cofassus) terhadap bakteri Staphylococus 
aureus  dan Escherichia coli. Isolasi senyawa yang terdapat dalam daun kayu bitti 
melalui proses maserasi, fraksinasi, pemurnian dan identifikasi dengan uji fitokimia 
dan FTIR. Senyawa hasil isolasi kemudian diuji bioaktifitas antibakterinya dengan 
menggunakan metode MHA. Hasil penelitian menunjukkan senyawa ekstrak            
N-heksan yang terdapat dalam daun kayu bitti adalah senyawa golongan alkaloid. 
Hasil uji antibakteri ekstrak N-heksan dan senyawa murninya tidak memiliki zona 
hambat pada aktivitas bakteri.  
 
Kata Kunci: Alkaloid, Kayu Bitti (Vitex cofassus), Staphylococus aureus  dan 
Escherichia coli. 
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ABSTRACT 
 
 
Name  : Nurul Azisyah 
Nim         : 60500111052 
Title      : Isolation and Identification of the Antibacterial Bioactive Compound                       
Extract n-Hexane Leaf Wood Bitti ( Vitex cofassus ) 
  
 Wood Bitti ( Vitex cofassus ) is one of the endemic plants in Sulawesi 
Selatan known as Gofasa and used by the community as wood building materials. 
This study aimed to isolate and identify the compounds contained in n-hexane extract 
of leaves of wood bitti ( Vitex cofassus ) and to determine the bioactivity of 
antibacterial compounds from n-hexane extract of leaves of wood bitti ( Vitex 
cofassus ) against bacteria Staphylococus aureus and Escherichia coli. Insulating 
compound found in the leaves of wood bitti through the process of maceration, 
fractionation, purification and identification with phytochemical test and FTIR. 
Isolated compounds were then tested the bioactivity of antibacterial using MHA. The 
results showed N-hexane extract substances contained in the wood leaves bitti are 
compounds alkaloids. The results of antibacterial tests N-hexane extracts and pure 
compounds have no inhibitory zone on bacterial activity . 
 
Keywords : Alkaloids , Wood Bitti ( Vitex cofassus ) , Staphylococus aureus and 
Escherichia coli . 
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BAB I  
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Senyawa-senyawa organik biomolekul yang tidak terbatas jumlahnya 
bersumber dari keanekaragaman hayati. Keanekaragaman ini yang cukup banyak 
memberi potensi besar bagi obat-obatan. 
Tumbuhan sebagai obat tradisional, biasanya digunakan secara tunggal (satu 
jenis tumbuhan) atau majemuk (campuran dari beberapa jenis tumbuhan). Bagian 
tumbuhan yang umum digunakan sebagai obat tradisional adalah daun, bunga, buah, 
kulit batang atau akarnya. Hampir semua bagian tumbuhan dapat dijadikan obat 
untuk mengobati penyakit tertentu sesuai dengan khasiat masing-masing. Hal ini 
dijelaskan oleh Allah dalam firmanNya antara lain dalam Qs. Ar-Rad/13:4. 
 
                            
                   
Terjemahnya:  
“Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-kebun 
anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang bercabang dan yang tidak 
bercabang, disirami dengan air yang sama.  Kami  melebihkan sebahagian tanam-
tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang rasanya. Sesungguhnya pada yang 
demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.
1
 
 
                                                 
 
1
Departemen Agama RI, Mushaf Al-Qur’an dan Terjemahnya (Jakarta:CV. Pustaka Al-Kautsar 
, 2009), h. 250. 
1 
2 
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Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah swt  juga yang menurunkan air, yakni 
dalam bentuk hujan yang deras dari langit, kemudian dengan air tersebut Allah 
mengeluarkan setiap jenis tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam bentuk, ciri 
khas serta berbeda-beda tingkat kelebihan dan kekurangan (Al-maraghi, 1992). 
Meskipun semuanya tumbuh ditanah yang sama dan dialiri dengan air yang 
sama.Keanekaragaman yang Allah ciptakan menunjukkan tanda-tanda akan 
kekuasaan Allah yang jelas hanya diketahui bagi orang-orang yang mau berpikir. 
Menurut Katsir, Allah swt telah mengingatkan atas tanda-tanda yang ada di 
langit, Dia mengingatkan atas apa yang Dia ciptakan di bumi, berupa benda-benda 
yang menakjubkan dan berbagai macam sesuatu, diantaranya tumbuh-tumbuhan 
dengan berbagai macam warna dan bentuknya termasuk kegunaan dan 
keistimewaannya. Kesemuanya itu sebagai bukti atas kekuasaan-Nya yang nyata dan 
kerajaanNya yang agung bagi kaum yang memikirkan tentang Allah dan memahami 
bukti-buktiNya.
2
 
Pada surah Al-Luqman juga menjelaskan bahwa, Allah swt banyak 
menciptakan segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik, halal dan bermanfaat dari 
penanamannya
3
. Salah satu tumbuhan yang berpotensi sebagai obat adalah Kayu Bitti 
(Vitex cofassus). Hal ini dipetegas dengan penjelasan QS. Luqman /31 : 10. 
                                                 
2
Lubaabut tafsir min Ibnu, Tafsir Ibnu Katsir Jilid III, terj. M. Abdul Ghoffar E.M, 
Abdurrahim Mu’thi dan Abu Ihsan Al-Atsari, Al-Quran : Tafsir (Jakarta: Pustaka Imam asy-Syafi’I, 
2005), h. 308. 
 
3
 M. Quraish. Shihab. Tafsir Al Mishbah. (Jakarta: Lentera Hati. 2002). H. 695  
 
3 
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                  
                   
 
Terjemahannya:  
“Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan dia meletakkan 
gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak menggoyangkan 
kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam jenis binatang. dan 
kami turunkan air hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan padanya segala 
macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (QS. Luqman /31 : 10)4. 
 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu tumbuhan endemik di 
Sulawesi yang dikenal dengan nama gofasa. Kayu Bitti (Vitex cofassus) ini 
dimanfaatkan oleh masyarakat Sulawesi Selatan sebagai bahan kayu bangunan. 
Potensi kimia Kayu Bitti (Vitex cofassus)ini dapat dieksplorasi.Ini didukung dengan 
adanya hasil penelitian pada tumbuhan yang segenus dengan Kayu Bitti(Vitex 
cofassus)yaitu tumbuhan Legundi (V. trifolia) dan tumbuhan laban (Vitex pubescens 
Vahl). 
 Legundi (V. trifolia)banyak diteliti dan memiliki beberapa efek farmakologi 
sebagai antibakteri, antifungi, antialergi, antipiretik dan sebagai antikanker. Penelitian 
Alam et.al juga melaporkan bahwa ekstrak n-heksan  Vitex  trifolia menunjukkan 
aktifitas dari senyawa-senyawa yang teridentifikasi
5
. Tumbuhan laban (Vitex 
pubescens Vahl) banyak digunakan oleh masyarakat sebagai obat yang dapat 
                                                 
4
 Departemen Agama RI Al-Qur’an dan Terjemahnya (Bandung: Cv Jumanatul’ Ali Art, 
2005), QS. Luqman / 31 : 10, h. 411 
5Agung Endro Nugroho dan Gemini Alam, “ Review Tanaman Obat Legundi (Vitex Trifolia. 
L)”. Makassar : Fakultas MIPA Universitas Hasanuddin Makassar. 2010. 
4 
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menyembuhkan penyakit, salah satu penyakit yang bisa disembuhkan yaitu penyakit 
sakit pinggang dan dan diare. Tumbuhan laban (Vitex pubescens Vahl)juga memiliki 
sifat antibakteri,beberapa senyawa-senyawa aktif dari tumbuhan yang sudah dapat 
diisolasi dan diidentifikasi. Penelitian yang ditemukan oleh Irmayanti (2014) bahwa 
ekstrak n-heksan kulit batang kayu bitti (Vitex cofassus) terdapat senyawa bioaktif 
antikanker dengan bahan uji larva Artemia salina Leach.
6
 Penelitian lainnya juga 
ditemukan oleh Eva Ulina Sirait (2014) bahwa ekstrak buah laban dengan berbagai 
tingkat kematangan buah sebagai penghambat pertumbuhan Salmonella thypi dan 
Staphylococus aureus (bersifat antibakteri).
7
 
 Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif yang menghasilkan pigmen 
kuning, bersifat aerob fakultatif, tidak menghasilkan spora dan tidak motil, umumnya 
tumbuh ini berpasangan maupun berkelompok, dengan diameter sekitar 0,8-1,0 µm. 
Staphylococcus aureus tumbuh dengan optimum pada suhu 37
o
C dengan waktu 
pembelahan 0,47 jam. Staphylococcus aureus merupakan mikroflora normal manusia. 
Bakteri ini biasanya terdapat pada saluran pernapasan atas dan kulit. Infeksi 
Staphylococcus aureus dapat menghemolisis darah dan plasma, pembentukan abses, 
infeksi piogenik, sampai septikimia yang fatal. Bakteri ini cepat menjadi resisten 
                                                 
 
6Irmayanti, “Isolasi dan Karakterisasi Senyawa Bioaktif Antikanker Ekstrak N-Heksan Kulit 
Batang Kayu Bitti (Vitex cofassus)”. Skripsi.  Makassar: Fakultas Sains dan Teknologi Universitas 
Islam Negeri Makassar. 2014. 
 
7
Eva Ulina, “Ekstrak Buah Laban (Vitex pubescens) Sebagai Penghambat Pertumbuhan 
Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus”, Jurnal Protobiont 3, No. 3 (2014): h. 40.    
5 
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terhadap banyak zat antijasad renik dan menyebabkan masalah pengobatan yang 
sulit
8
. 
 Escherichia coli adalah bakteri penyebab infeksi saluran pencernaan. 
Escherichia coli dapat menyebabkan infeksi pada traktus urinarius, juga dapat 
menyebabkan meningitis pada bayi prematur dan neonatal. Strain entero patogenik 
Escherichia coli sering menyebabkan diare akut pada anak-anak di bawah umur 2 
tahun
9
.Berdasarkan uraian di atas, maka diadakan suatu penelitian senyawa bioaktif 
ekstrak n-heksan daun kayu Bitti (Vitex cofassus).Oleh karena itu penelitian 
mengangkat judul isolasi dan identifikasi senyawa bioaktif antibakteri ekstrak n-
heksan daun kayu Bitti (Vitex cofassus). 
B. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Golongan senyawa apa yang terdapat dalam ekstrak N-heksan daun Kayu 
Bitti (Vitex cofassus)? 
2. Bagaimana bioaktifitas senyawa antibakteri dari ekstrak N-heksandaun Kayu 
Bitti (Vitex cofassus) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan E-coli? 
 
                                                 
8
Muhammad Ali Faturrohman dan Peni Indrayudha, “Aktivitas Antibakteri Ekstrak N-Heksan 
Kelopak Rosella (Hibiscus SabdariffaLinn) Terhadappropionibacterium Acne Sensitif, Escherichia 
Coli, danStaphylococcus Aureus Multiresisten.” Fakultas Farmasi, Universitas 
MuhammadiyahSurakarta. (2012). h. 3. 
 
9
Muhammad Ali Faturrohman dan Peni Indrayudha, “Aktivitas Antibakteri Ekstrak N-Heksan 
Kelopak Rosella (Hibiscus SabdariffaLinn) Terhadappropionibacterium Acne Sensitif, Escherichia 
Coli, danStaphylococcus Aureus Multiresisten.” Fakultas Farmasi, Universitas 
MuhammadiyahSurakarta. (2012). h. 3. 
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C. Tujuan  
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa yang terdapat dalam ekstrak 
n-heksan daun Kayu Bitti (Vitex cofassus). 
2. Untuk menentukan nilai bioaktifitas senyawa antibakteri dari ekstrak n-heksan 
daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 
Escherichia coli. 
D. Manfaat 
Manfaat dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai kandungan senyawa 
bioaktif antibakteri pada daun Kayu Bitti (Vitex cofassus). 
2. Memberikan sumbangan bagi pengembangan ilmu pengetahuan khususnya 
kimia organik bahan alam. 
3. Memberikan informasi dan pengetahuan baru bagi penelitian tentang manfaat 
dan kandungan senyawa bioaktif antibakteri yang terdapat di dalam daun 
Kayu Bitti (Vitex cofassus). 
BAB II  
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Tinjauan Umum Famili Verbenanceae 
Verbenanceae merupakan tumbuhan yang berupa semak, perdu atau pohon 
dan sering memanjat. Daunnya tunggal atau majemuk, tanpa daun penumpu.Kelopak 
berdaun lekat dan mahkota membentuk buluh yang nyata dengan tepian yang sering 
berbibir, bertaju 4-5.Bakal buah menumpang tersusun dari 2-4 daun buah yang 
tepinya melipat ke dalam membentuk sekat hingga bakal buah terbagi-bagi dalam 4-8 
ruang.Pada setiap daun buah terdapat 2 bakal biji yang aportrop atau anatrop yang 
menempel pada tepi daun buah.
10
 
Steenis (1992) mengungkapkan bahwa spesies-spesies yang termasuk dalam 
familiVerbenaceaedapat meliputi tipe pertumbuhan semak, perdu, pohon dan 
umumnya memiliki batang berkayu yang keras.Spesies tumbuhan obat yang termasuk 
dalam familiVerbenaceae banyak digunakan karena memiliki kandungan bahan 
kimiawi yang lebih baik untuk dimanfaatkan sebagai pengobatan penyakit. Menurut 
Prosea (2003), kandungan bahan kimiawi untuk spesies-spesies dalam famili 
Verbenaceaemengandung pipertone oxide, callicaponen dan steroid.
11
 
 
                                                 
10
Van Steenis, Flora, ter. Moeso Soerjowinoto, Flora untuk Sekolah di Indonesia (Jakarta, PT. 
Pradnya Paramita, 2006), h. 345. 
 
11Bastian  Hara,”Pemanfaatan Tumbuhan  Sebagai  Obat Tradisional oleh Masyarakat Suku 
Maybrat di Kampung Sire Distrik Mare Selatan Kabupaten Maybrat”, Skripsi (Manokwari: Fakultas 
Kehutanan Universitas Negeri Papua, 2013), h. 38. 
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B. Tinjauan Umum Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
1. Deskripsi 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) merupakan salah satu jenis tumbuhan yang 
termasuk dalam famili Verbenaceae.Menurut sistem klasifikasi suku tumbuhan, 
Verbenaceae termasuk dalam ordoLamiales.
12
 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) mempunyai ukuran pohon yang sedang hingga 
besar.Batangnya mempunyai diameter yang dapat mencapai 30-170 sentiameter, 
kayunya padat dan berwarna kepucatan.Kayunya sedang hingga berat serta kuat dan 
tahan lama.Struktur daun bersilang dan memiliki sususnan bunga terminal yang 
merupakan bunga berkelamin ganda.Mahkota bunga putih keunguan dan terdapat 
tangkai dan kepala sari di dalam rongga mahkota.Bakal buah berada di atas dasar 
bunga dan mempunyai buah yang berdaging yang berbentuk bulat sehingga 
lonjong.Buahnya berwarna ungu tua dan terdapat 1 sampai 4 biji dalam setiap 
buahnya.
13
 
 
 
 
 
Gambar 2.1: Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
                                                 
12Arter D. Muaja, Harry S. J. Koleangan  dan  Max R. J. Runtuwene,” Uji Toksisitas dengan 
Metode BSLT dan  Analisis Kandungan Fitokimia Ekstrak Daun Soyogik (Saurauia bracteosa DC) 
dengan  Metode Soxhletasi.”Jurnal MIPA Unsrat Online2(2) 115-118”. (2013). h. 115. 
 
13Anonim, “Vitex cofassus Reinw.Ex Blume”, http://www.pngplants.org/PNGtees/Tree 
Description/Vitex_cofassus_Reinw_ex_Blume.html.(30 April 2015). 
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 Kayu Bitti (Vitex cofassus) dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
14
 
 Kingdom : Plantae 
 Divisio : Spermatophyta 
 Class : Angiospermae 
 Ordo : Lamiales 
 Famili : Verbenanceae 
 Genus : Vitex 
 Spesies : Vitex cofassus 
 Di Sulawesi spesies kayu Bitti (Vitex cofassus) yang paling banyak ditemukan 
yaitu spesies Vitex cofassus Reinw, Vitex celebica dan  Vitex pubescens. Kayu Bitti 
(Vitex cofassus) memiliki nama tersendiri di masing-masing daerah. Di jawa terkenal 
dengan nama Gandaria atau jatake, suku Dayak mengenalnya dengan nama Barania 
sedangkan di Papua Nugini dan Kepulauan Solomon dikenal dengan nama New 
Guinea Teak atau Jati Nugini. Terkhusus di daerah Sulawesi selatan dikenal sebagai 
nama Kalawasa, Rappo-Rappo Kebo’, Buwa Malawe, Katondeng dan Aju Bitti.15 
Kayu Bitti(Vitex cofassus) tumbuh tersebar secara alami di Sulawesi selatan 
yang terbesar di beberapa Kabupaten yaitu Kabupaten Pangkep, Bone, Enrekang, 
Luwu, Barru, Jeneponto, Bantaeng, Soppeng, Sidrap, Bulukumba, Pinrang dan 
Selayar serta di Maluku, Papua Nugini, Kepulauan Bismarck dan Pulau Solomon. 
                                                 
14Anonim, “Pohon Gofasa, Gupasa, atau  Kayu Bitti  (Vitex cofassus)”, 
http://alamendah.org/2011/05/15/pohon-gofasa-gupasa-atau-kayu-biti=vitex-cofassus/. (30 April 
2015).  
15Anonim, “Sekilas Tentang Kayu Bitti (Vitex cofassus) atau New Guinea Teak” 
http//battalagumbang.blogspot.com/2012/03/sekilas-tentang-kayu-bitti-vitex.html.(30 April 2015). 
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Habitat kayu Bitti (Vitex cofassus) adalah di hutan di dataran rendah sampai 
ketinggian 2000 meter dari permukaan laut namun pertumbuhannya lebih bagus jika 
ditanam di daerah di bawah ketinggian 800 meter. Kayu Bitti (Vitex cofassus)  
memerlukan pencahayaan yang cukup dan tumbuh baik pada tanah berkapur dengan 
tekstur mulai lempung hingga pasir.
16
 
2. Potensi Kimia 
Famili yang samaVitex cofassus yaitu genus Duranta dengan spesies Duranta 
repens L bahwa ekstrak methanol dan fraksi kloroform buahnya mempunyai 
kandungan senyawa metabilit sekunder yaitu flavanoid jenis flavonol dan senyawa-
senyawa diterpenoid, dan β-sitosterol. 
OHO
O
OH
OH
OH
 
            Terpenoid                                 β-sitosterol 
Dari sekian senyawa yang diduga bertanggung jawab terhadap aktivitas antimalaria 
dan merupakan senyawa utama dalam buah Duranta repens L adalah flavanol.
17
 
 
                                                 
16Anonim. “Pohon  Gofasa, Gupasa, atau Kayu Bitti (Vitex cofassus) “. 
 
17Nuri, et., al, “Aktivitas Antimalaria Ekstrak Metanol dan Fraksi Kloroform Buah Duranta 
Repens L. Pada Mencit yang diinfeksi plssmodium Berghei” Jurnal Sainstek, vol. 8, no.1 (2009). h. 
17. 
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3. Pemanfaatan 
Kayu Bitti (Vitex cofassus) telah dimanfaatkan oleh masyarakat sulawesi 
selatan sebagai bahan pembuat perahu pinisi. Kayu Bitti (Vitex cofassus) juga banyak 
dimanfaatkan untuk kegunaan lain seperti kayu bangunan seperti tiang, kusen, pintu, 
jendela, atap, lantai dan dinding serta perabot rumah tangga seperti mangkok dan 
piring. Kayu Bitti (Vitex cofassus) dipilih karena memiliki tekstur yang baik dan 
tahan terhadap rayap.
18
 
C. Senyawa Metabolit Sekunder 
Metabolit sekunder merupakan molekul organik yang tidak terlibat secara 
langsung dalam pertumbuhan dan perkembangan normal dari suatu 
organisme.Metabolit sekunder ditandai oleh keragaman kimia yang sangat besar 
dimana setiap karakteristik tersendiri dalam setiap kandungan senyawa metabolit 
sekundernya. Metabolit sekunder berperan dalam hubungan organisme dengan 
lingkungannya seperti perlawanan terhadap hama dan penyakit sebagai pengontrol 
penyerbuk. Senyawa metabolit sekunder sangat beragam yang telah disintesis oleh 
tumbuhan, hewan, jamur, bakteri serta alga.
19
 
Senyawa-senyawa kimia yang merupakan hasil metabolisme sekunder pada 
tumbuhan sangat beragam.Beberapa senyawa obat dari tumbuhan tetap diperoleh 
dengan cara ekstrak dari bagian tumbuhan itu. Modifikasi kimia pada beberapa 
senyawa aktif dari tumbuhan menghasilkan berbagai senyawa dengan khasiat lebih 
                                                 
18Anonim, “Pohon Gofasa atau Kayu Bitti (Vitex cofassus) “. 
 
19Sovia Lenny, “Senyawa Terpenoida dan Steroid”, Karya Ilmiah. (2006). h. 6 
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kuat dan dapat diklasifikasikan dalam beberapa golongan senyawa bahan alam yaitu 
terpenoid, steroid, flavanoid dan alkaloid. 
1. Terpenoid 
Terpenoid merupakan komponen-komponen tumbuhan yang mempunyai bau 
dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan dan disebut sebagai minyak 
atsiri. Minyak atsiri yang berasal dari bunga pada awalnya dikenal dari penentuan 
struktur secara sederhana, yaitu dengan perbandingan atom hidrogen dan atom karbon 
dari suatu senyawa terpenoid yaitu 8 : 5 dan dengan perbandingan tersebut dapat 
dikatakan bahwa senyawa tersebut adalah golongan terpenoid.
20
 
 
kepala Ekor 
                Gambar 2.4 Struktur Unit Isopren 
a. Klasifikasi Terpenoid  
Menurut J.B Harborne (1987)
21
, senyawa terpenoid diklasifikasikan ke dalam 
4 senyawa, yaitu: 
1. Minyak Atsiri 
Bagian utama dari minyak atsiri Adalah terpenoid, biasanya terpenoid 
terdapat pada fraksi atsiri yang tersulip-uap. Zat inilah penyebab wangi, harum atau 
bau yang khas pada tumbuhan. Secara kimia, terpena minyak atsiri dapat dipilah 
                                                 
20
Sovia Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida(Medan: Jurusan MIPA Universitas 
Sumatera Utara, 2006), h. 15. 
 
21
J.B Harbone., Metode Fitokimia (Penerbit ITB: Bandung, 1987), h. 127-158. 
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menjadi dua golongan, yaitu monoterpena dan seskuiterpena, berupa isopreniod C10 
dan C15. 
OHO
HO
OCH3  
Gambar 2.5 Struktur Minyak Atsiri 
2. Diterpenoid dan gliberelin 
Diterpenoid meliputi golongan senyawa yang secara kimia beraneka ragam, 
semuanya mempunyai kerangka karbon C20 yang berasal dari empat satuan isoprena, 
kebanyakan penyebaran sangat terbatas. 
 
 
 
 
 
Gambar 2.6 Gliberelin 
3. Triterpenoid dan steroid 
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari enam 
satuan  isoperene dan secarabiosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, yaitu 
14 
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skualena. Senyawa ini berstruktur siklik, kebanyakan berupa alkohol, aldehida atau 
asam karboksilat. 
HO
CH3
CH3
CH3 CH3
CH3
H3C CH3
CH3
 
Gambar 2.6 Triterpen 
4. Karoteniod  
Karotenoid yaitu tetraterpenoid C40, merupakan golongan pigmen yang larut 
dan terdapat dalam semua jenis tumbuhan.Melalui makanan, karotenoid juga 
merupakan sumber warna hewan yang cemerlang, seperti pada flamingo, binatang 
laut (asteroid). 
 
Gambar 2.7. Karotenoid 
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b. Definisi Terpenoid 
Terpenoid memiliki beberapa nilai kegunaan bagi manusia, antara lain minyak 
atsiri sebagai dasar wewangian, rempah-rempah serta sebagai cita rasa dalam industri 
makanan. Fungsi terpenoid bagi tumbuhan adalah sebagai pengatur pertumbuhan 
(seskuitertenoid abisin dan giberelin), karotenoid sebagai pewarna dan memiliki 
peran membantu fotosintesis.
22
 
c. Isolasi Terpenoid  
Usaha untuk menemukan senyawa isopren biologis yang sesungguhnya 
digunakan oleh organisme untuk sintesa terpenoid dilakukan oleh banyak peneliti 
selama bertahun-tahun.Masalah ini akhirnya dapat diselesaikan oleh J.W. Cornforth 
pada tahun 1959 dari penyelidikan-penyelidikannya dibidang steroid.Conforth 
menemukan dua bentuk isoprene yang aktif, yakni isopentenil pirofosfat (IPP) dan 
dimetilalil pirofosfat (DMAPP).Kedua isopren aktif ini harus ada untuk keperluan 
sintesa terpenoid oleh organisme. 
d. Biosintesis Terpenoid 
Biosintesis dari terpenoid pada tumbuhan mengikuti jalur asam 
asetatmevalonat. Asam asetat yang diaktifkan dengan koenzimA membentuk 
asetilCoA dan melakukan reaksi kondensasi dengan asetilCoA yang lain sehingga 
terbentuk asetoasetilCoA. AsetosetilCoA yang terbentuk juga berkondensasi dengan 
                                                 
22M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”, Jurnal Ilmu Kelautan Universitas Hasanuddin (2013), h. 
15. 
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unit asetilCoA yang lain, sehingga terbentuk tiga unit gabungan dari asetilCoA yang 
selanjutnya diprotonasi membentuk asam mevalonat.
23
 
2. Steroid  
Sterol adalah triterpena yang kerangka dasarnya berupa sistem cincin 
siklopentana perhidrofenantrena.Dahulu sterol dianggap sebagai senyawa satwa 
(sebagai hormone kelamin, asam empedu dan lain-lain), tetapi pada tahun-tahun 
terakhir ini makin banyak senyawa tersebut ditemukan dalam jaringan 
tumbuhan.Steroid merupakan golongan dari senyawa triterpenoid.Adapun contohnya 
adalah sterol, sapogenin, glikosida jantung dan vitamin D.
24
 
Percobaan-percobaan biogenetik menunjukkan bahwa steroid yang terdapat di 
alam berasal dari triterpenoid.Steroid yang terdapat dalam jaringan hewan berasal 
dari triterpenoid lanosterol sedangkan yang terdapat dalam jaringan tumbuhan berasal 
dari triterpenoid sikloartenol setelah triterpenoid ini mengalami serentetan perubahan 
tertentu.
25
 
 
 
 
 
Gambar 2.8. Struktur Dasar Steroid 
                                                 
23Vina Juliana A dkk, “Isolasi dan  Karakterisasi  Senyawa  Turunan Terpenoid  dari Fraksi n-
Heksan  Momordica charantia L” (2010), h 4. 
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M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
25
Sovie Lenny, “Senyawa Terpenoida dan Steroida”, h. 16 
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a. Klasifikasi steroid  
Steroid alami berasal dari berbagai transformasi kimia dari triterpena yaitu 
lanosterol dan saikloartenol.Senyawa steroid dapat digunakan sebagai bahan dasar 
pembuatan obat.
26
 
Steroid terdiri atas beberapa kelompok senyawa dan pengelompokan ini 
didasarkan pada efek fisiologis yang diberikan oleh masing-masing 
senyawa.Kelompok-kelompok itu adalah sterol, asam-asam empedu, hormone seks, 
hormone andrenokortikod, aglikon kardiak dan sapogenin.
27
 
Deteksi senyawa steroid hampir sama dengan deteksi senyawa terpenoid yaitu 
menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard kemudian disemprotkan dengan asam 
sulfat pekat, anhidrida asetat dan kloroform. Pelarut yang paling sederhana yaitu air 
digunakan sebagai penyemprot untuk mendeteksi adanya senyawa steroid pada plat 
KLT.
28
 
b. Detinisi Steroid 
Deteksi senyawa steroid hampir sama dengan deteksi senyawa terpenoid yaitu 
menggunakan pereaksi Lieberman-Burchard kemudian disemprotkan dengan asam 
sulfat pekat, anhidrida asetat dan kloroform. Pelarut yang paling sederhana yaitu air 
                                                 
26M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
27
Sovie Lenny, Senyawa Terpenoida dan Steroida, h. 15. 
 
28
J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 152. 
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digunakan sebagai penyemprot untuk mendeteksi adanya senyawa steroid pada plat 
KLT.
19
 
3. Flavanoid 
Flavanoid merupakan salah satu golongan fenol alam yang terbesar.Kira-kira 
2% dari seluruh karbon yang difotosintesis oleh tumbuhan diubah menjadi flavanoid 
atau senyawa yang berkaitan erat dengannya.Senyawa flavanoid terdapat pada semua 
bagian tumbuhan termasuk daun, akar, kayu, kulit, tepung sari, bunga, buah dan 
biji.
29
 
Flavonoid adalah sekelompok besar senyawa polifenol tanaman yang tersebar 
luas dalam berbagai bahan makanan dan dalam berbagai konsentrasi. Kandungan 
senyawa flavonoid dalam tanaman sangat rendah sekitar 0,25%. Komponen tersebut 
pada umumnya terdapat dalam keadaan terikat atau terkonjugasi dengan senyawa 
gula.
30
 
 
 
 
 
Gambar 2.9.  Struktur Flavonoid 
                                                 
19
J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 152. 
 
29Julianti eva, et., al, “Isolasi Senyawa Flavanoid dari  Daun Tumbuhan Jati Putih (Gmelina 
arborea Roxb)”, Jurnal  Saintia Kimia. Vol. 1 no. 1 (2012), h, 29. 
 
30
M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 15. 
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a. Klasifikasi Flavanoid  
Semua flavonoid dari strukturnya merupakan turunan senyawa induk flavon, 
terdapat pada tumbuhan Primula berupa tepung putih dan semuanya mempunyai sifat 
yang sama. Senyawa flavonoid diklasifikasikan ke dalam beberapa golongan, yaitu : 
1. Antosianin terdapat pada pigmen bunga merah marak, merah, merah senduduk 
dan biru, juga dalam daun dan jaringan lain. 
2. Proantosianidin merupakan senyawa tanpa warna, terdapat dalam galih dan 
daun tumbuhan berkayu. 
3. Flavonol, flavon dan glikoflavon merupakan ko-pigmen tanpa warna, terdapat 
dalam bunga sianik dan asianik dan tersebar luas dalam daun. 
4. Bioflavonil merupakan senyawa tanpa warna, hampir seluruhnya terbatas pada 
gimnospermae. 
5. Flavanon merupakan senyawa tanpa warna, terdapat dalam daun buah (terutama 
dalam citrus). 
6. Isoflavon merupakan senyawa tanpa warna, seringkali dalam akar dan hanya 
terdapat dalam satu suku, leguminosae. 
Flavonoid umumnya terdapat dalam tumbuhan sebagai glikosida.Flavonoid 
terdapat pada seluruh bagian tanaman termasuk pada buah, tepung sari dan 
akar.Flavonoid pada tanaman berikatan dengan gula sebagai glikosida dan ada pula 
yang berada dalam aglikon.
31
 
Flavonoid merupakan senyawa yang terdiri dari C6–C3–C6.Flavonoid 
umumnya terdapat pada tumbuhan sebagai glikosida dan umumnya terdapat pada 
                                                 
31M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
TerhadapArtemia Salina(Linnaeus, 1758)”,.h. 15-16. 
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seluruh bagian tanaman termasuk pada buah, tepung sari dan akar.Flavonoid 
merupakan inhibitor kuat terhadap peroksidasi lipida, sebagai penangkap oksigen 
atau nitrogen yang reaktif dan juga mampu menghambat aktivitas enzim 
lipooksigenase dan siklooksigenase.
32
 
b. Deteksi flavonoid 
Flavonoid terdapat dalam tumbuhan sebagai campuran.Jarang sekali 
ditemukan flavonoid murni di dalam jaringan tumbuhan.Campuran yang sering 
ditemukan terdiri atas flavonoid yang berbeda kelas.Antosianin berwarna yang 
terdapat dalam bunga, hampir selalu disertai dengan flavon atau flavonol tanpa 
warna.Hasil penelitian terkini telah membuktikan bahwa flavon merupakan ko-
pigmen penting, karena sangat diperlukan untuk menyatakan warna antosianin secara 
menyeluruh dalam jaringan bunga.Biasanya antosianin juga terdapat sebagai 
campuran, terutama dalam bunga tanaman hias.
23
 
4. Alkaloid 
Alkaloid merupakan senyawa organik terbanyak yang ditemukan di alam. 
Hampir seluruh alkaloid berasal dari tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis 
tumbuhan. Secara organoleptik, daun-daunan yang berasa sepat dan pahit, biasanya 
                                                 
32M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
Terhadap Artemia Salina (Linnaeus, 1758)”,.h. 16 
23
J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 71. 
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teridentifikasi mengandung alkaloid. Selain daun-daunan, senyawa alkaloid dapat 
ditemukan pada akar, biji, ranting dan kulit kayu.
33
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. 10. Struktur Alkaloid 
Alkaloid biasanya tanpa warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan 
berbentuk kristal tetapi hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotina) pada 
suhu kamar. Alkaloid merupakan turunan yang paling umum dari asam amino. Secara 
kimia, alkaloid merupakan suatu golongan heterogen. Secara fisik, alkaloid 
dipisahkan dari kandungan tumbuhan lainnya sebagai garamnya dan sering diisolasi 
sebagai kristal hidroklorida atau pikrat.
34
 
1) Klasifikasi alkaloid 
Menurut Sovia lenny, Sistem klasifikasi yang paling banyak diterima 
adalah menurut Hegnauer, dimana  alkaloida dikelompokkan  atas: 
 
                                                 
33Sinly evan putra, “Alkaloid : Senyawa Terbanyak di Alam”, Situs Kimia Indonesia chem.-is-
try.org (2012): h. 1. http://www.chem-istry.org/artikel_kimia/biokimia/alkaloid_senyawa_organik\ 
Terbanyak_di_alam  (Diakses 30 April 2014). 
 
34M. Arifuddin, “Sitotoksitas Bahan Aktif Lamun dari Kepulauan Spermonde Kota Makassar 
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a) Alkaloida sesungguhnya 
Alkaloida ini merupakan racun, senyawa tersebut menunjukkan aktivitas 
fisiologis yang luas, hampir tanpa terkecuali bersifat basa, umumnya mengandung 
nitrogen dalam cincin heterosiklik, diturunkan dari asam amino, biasanya terdapat 
dalam tanaman sebagai garam asam organik.Beberapa pengecualian terhadap aturan 
tersebut adalah kolkhisin dan asam aristolokhat yang bersifat bukan basa dan tidak 
memiliki cincin heterosiklik dan alkaloida quartener yang bersifat agak asam 
daripada bersifat basa. 
b) Protoalkaloida 
Protoalkaloida merupakan amin yang relatif sederhana dimana nitrogen 
asam amino tidak terdapat dalam cincin heterosiklik.Protoalkaloida diperoleh 
berdasarkan biosintesa dari asam amino yang bersifat basa.Pengertian amin biologis 
sering digunakan untuk kelompok ini. 
c) Pseudoalkaloida 
Pseudoalkaloida tidak diturunkan dari precursor asam amino.Senyawa ini 
biasanya bersifat basa.Ada dua seri alkaloida yang penting dalam kelompok ini yaitu 
alkaloida steroidal dan purin. 
2) Deteksi alkaloid 
Secara kimia alkaloid banyak yang bersifat heterogen.Senyawanya tidak 
dapat diidentifikasi dalam ekstrak tumbuhan dengan menggunakan kromatografi 
tunggal. Pada umumnya sukar mengidentifikasi suatu alkaloid dari sumber tumbuhan 
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baru tanpa mengetahui kira-kira jenis alkaloid apa yang mungkin ditemukan dalam 
tumbuh-tumbuhan tersebut.
28
 
Kelarutan dan sifat lain alkaloid sangat berbeda-beda, cara penjaringan umum 
untuk alkaloid dalam tumbuhan mungkin tidak akan berhasil mendeteksi senyawa 
khas. Sebagai basa, alkaloid biasanya diekstraksi dari tumbuhan dengan pelarut 
alkohol yang bersifat asam lemah (HCl 1 M atau asam asetat 10%), kemudian 
diendapkan  dengan amonia pekat. Pemisahan pendahuluan dari bahan tumbuhan 
lainnya dapat diulangi atau pemurnian selanjutnya dilaksanakan dengan ekstrak 
pelarut (ekstraksi cair-cair).
29
 
D. Isolasi Senyawa  Bahan  Alam 
Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan substansi atau zat dari campurannya 
dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Pelarut yang digunakan harus dapat 
mengekstraksi substansi yang diinginkan tanpa melautkan material lainnya.
35
 
Proses eksraksi untuk defenisi pemisahan kimia merupakan cara memisahkan 
zat terlarut melalui dua buah pelarut (biasanya cair) yang dapat melarutkan zat 
tersebut namun kedua pelarut ini tidak dapat saling melarutkan (immiscible). Sampel 
dilarutkan dalam rafinat yang berada dalam kontak dengan ekstrak sehingga terjadi 
perpindahan molekul zat terlarut karena perbedaan kelarutan di dalam kedua jenis 
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J.B Harbone., Metode Fitokimia, h. 238.  
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35
Maria Bintang, Teknik Penelitian (Jakarta: Erlangga, 2010). h. 125 
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pelarut. Dengan demikian, pemisahan cara kimia terjadi secara alami dalam dua 
pelarut cair-cair. Pada pembahasan teoritis mengenai ekstraksi, biasanya zat terlarut 
diekstrak oleh pelarut organik dari fase air. Dapat juga terjadi sebaliknya dan dengan 
demikian, penjelasan mengacu pada fase organik sebagai ekstrak utama.
36
 
Metode ekstraksi dibagi menjadi dua macam yaitu sebagai berikut:
37
 
1. Cara Dingin 
Ekstraksi cara dingin memiliki keuntungan dalam proses ekstraksi total yaitu 
memperkecil kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa termolabil yang 
terdapat pada sampel. Sebagian besar senyawa dapat terekstraksi dengan ekstraksi 
cara dingin, walaupun ada beberapa senyawa yang memiliki keterbatasan larutan 
terhadap pelarut pada suhu ruangan. Ekstraksi cara dingin ada dua macam yaitu: 
a. Maserasi  
Maserasi adalah proses pengestrakan simplisia dengan menggunakan pelarut 
dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar). 
Maserasi bertujuan untuk menarik zat-zat berkhasiat yang tahan pemanasan maupun 
yang tidak tahan pemanasan.Maserasi dilakukan dengan beberapa kali pengocokan 
atau pengadukan pada temperatur kamar atau ruangan. 
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Suryani Wonorahardjo, Metode-metode Pemisahan Kimia (Jakarta: Kademia, 2013), h. 103. 
37Istiqomah, “Perbandingan Metode Ekstraksi Maserasi dan Sokletasi terhadap Kadar 
PiperinBuah Cabe Jawa (Piperisretrofracti fructus), Skripsi. Jakarta: Program Studi Farmasi Fakultas 
Kedokteran dan Ilmu Kesehatan UIN Syarif Hidayatullah, 2013.h. 11-14. 
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b. Perkolasi 
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru dan sempurna 
(Exhausiva extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.Prinsip 
perkolasi adalah dengan menempatkan serbuk simplisia pada suatu bejana silinder 
yang bagian bawahnya diberi sekat berpori. 
2. Cara panas 
a. Refluks  
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya selama 
waktu tertentu dan jumlah terbatas yang relatif konstan dengan adanya pendingin 
balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu pertama sampai 3-5 kali 
sehingga dapat termasuk ekstraksi sempurna. 
b. Soxhletasi 
Soxhletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan 
jumlah pelarut yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. Biomassa 
ditempatkan dalam wadah soxhlet yang dibuat dengan kertas saring, melalui alat ini 
pelarut akan terus direfluks. Alat soxhlet akan mengosongkan isinya ke dalam labu 
dasar bulat setelah pelarut mencapai kadar tertentu. Setelah pelarut segar melewati 
alat ini melalui pendingin refluks, ekstraksi berlangsung sangat efisien dan senyawa 
dari biomassa  secara efektif ditarik ke dalam pelarut karena konsentrasi awalnya 
rendah dalam pelarut. 
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c. Fraksinasi 
Fraksinasi adalah proses pemisahan suatu kuantitas tertentu dari campuran 
(padat, cair, terlarut, suspensi atau isotop) dibagi dalam beberapa jumlah kecil (fraksi) 
komposisi perubahan menurut bidangnya. Pembagian atau pemisahan ini didasarkan 
pada bobot dari tiap fraksi, fraksi yang lebih berat akan berada paling dasar sedang 
fraksi yang lebih ringan akan berada diatas. Fraksinasi bertingkat biasanya 
menggunakan pelarut organik seperti eter, aseton, benzena, etanol, diklorometana, 
atau campuran pelarut tersebut. Asam lemak, asam resin, lilin, tanin, dan zat warna 
adalah bahan yang penting dan dapat diekstraksi dengan pelarut organik.
38
 
E. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Kromatografi lapis tipis adalah suatu teknik pemisahan komponen-komponen 
campuran senyawa-senyawa yang melibatkan partisi suatu senyawa di antara padatan 
penyerap (adsorbent) sebagai fasa diam dengan suatu pelarut (fasa gerak) yang 
mengalir melewati adsorbent (padatan penyerapan). Pengaliran pelarut dikenal 
sebagai proses pengembangan oleh pelarut (elusi). Karena kesederhanaan dan 
kecepatan analisisnya, KLT mempunyai peranan penting dalam pemisahan senyawa-
senyawa yang volatilitasnya relative rendah, baik senyawa organik maupun senyawa 
anorganik.
39
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Nur Adijuwana, Teknik Spektroskopi dalam Analisis Biologi, h. 17-18. 
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Kromatografi lapis tipis (KLT) telah banyak digunakan pada analisis pewarna 
sintetik. KLT merupakan metode pemisahan yang lebih mudah, cepat dan 
memberikan resolusi lebih baik dibandingkan kromatografi kertas. Kromatografi lapis 
tipis dapat digunakan untuk memisahkan berbagai senyawa seperti ion-ion organik, 
kompleks senyawa-senyawa organik dengan anorganik, dan senyawa-senyawa 
organik baik yang terdapat di alam dan senyawa organik sintetik.  Pada hakikatnya 
KLT melibatkan dua fase yaitu fase diam (sifat lapisan) dan fase gerak (campuran 
larutan pengembang).
40
 
Pemisahan senyawa dengan kromatografi lapis tipis dalam medium secara 
prinsip sama dengan kromatografi kertas, tetapi mempunyai beberapa keuntungan 
tambahan, misalnya lebih banyak campuran medium dan senyawa yang dapat 
digunakan. Senyawa fluoresen dapat digabungkan dalam medium untuk 
memudahkan identifikasi noda. Metode ini sangat cepat dan dapat dilakukan kurang 
dari 1 hari. Noda yang dihasilkan sangat rapat, sehinga memungkinkan untuk 
mendeteksi senyawa dalam konsentrasi rendah. Senyawa yang dipisahkan dapat 
dideteksi dengan semprotan korosif pada suhu tinggi, di mana hal ini tidak dapat 
dilakukan pada kromatografi kertas.
41
 
                                                 
40Novie Retno Utami, “Uji Sensitivitas Kertas Saring untuk Identifikasi Pewarna Rhodamin B 
pada Makanan Jajanan,” UJHP, vol.3 no.2 (Maret 2013), h. 2. 
http://journal.unnes.ac.id/sju/index.php/ujph (Diakses 30 April 2015).  
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Adsorben yang digunakan pada kromatografi lapis tipis (KLT) biasanya terdiri 
dari silika gel atau alumina dapat langsung atau dicampur dengan bahan perekat 
misalnya kalsium sulfat untuk disalutkan (dilapiskan) pada plat. Sekarang telah 
tersedia berbagai lapis tipis pada plat kaca, lembaran aluminium atau lembaran 
sintetik yang langsung dapat dipakai. Pada pemisahannya, fase bergerak akan 
membawa komponen campuran sepanjang fase diam pada plat sehingga terbentuk 
kromatogram. Pemisahan yang terjadi berdasarkan adsorpsi dan partisi. Teknik kerja 
kromatografi lapis tipis (KLT) prinsipnya hampir sama dengan kromatografi kertas. 
Namun kromatografi lapis tipis (KLT) memiliki kelebihan dibandingkan dengan 
kromatografi kertas (KK) yaitu
42
: 
1. Waktu pemisahan lebih cepat. 
2. Sensitif, artinya meskipun jumlah cuplikan sedikit masih dapat dideteksi. 
3. Daya resolusinya tinggi sehingga pemisahan lebih sempurna. 
Jika senyawa yang dianalisis dengan KLT adalah senyawa yang tidak 
berwarna, maka diperlukan suatu prosedur untuk mendeteksi noda yang diamati. 
Senyawa-senyawa yang dapat menyerap sinar (fluoresence) dapat ditampakkan 
melalui penyinaran plat dengan sinar ultraviolet (lampu ultraviolet) di dalam  tempat 
yang gelap. Senyawa seperti itu akan  memancarkan sinar yang diserap sehingga akan 
tampak sebagai noda yang terang pada pelat. Jika padatan penyerap  pada pelarut 
KLT telah  mengandung indikator fluoresence, maka seluruh pelat akan menjadi 
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terang bila disinari dengan lampu ultraviolet kecuali  daerah  dimana senyawa berada. 
Keberadaan senyawa ditandai dengan noda hitam pada saat penyinaran.
43
 
F. Kromatografi Kolom Cair Vakum (KKCV) 
Kromatografi kolom cair vakum merupakan salah satu metode  kromatografi 
yang menggunakan kolom sebagai alat untuk memisahkan komponen-komponen 
dalam campuran. Prinsip kerja dari kromatografi ini yaitu adsorbsi atau serapan, 
sedangkan pemisahannya didasarkan pada senyawa-senyawa yang akan dipisahkan 
terdistribusi diantara fase diam dan fase gerak dalam perbandingan yang berbeda-
beda. Ukuran dari kolom yang digunakan tergantung pada banyaknya zat yang akan 
dipindahkan. Secara umum perbandingan panjang dan diameter kolom sekitar 8:1 
sedangkan jumlah penyerapnya adalah 25-30 kali berat bahan yang akan dipisahkan. 
Untuk menahan penyerap (adsorben) di dalam kolom dapat digunakan gelas wool 
atau kapas. Adsorbennya dapat digunakan adsorben anorganik seperti alumina, 
bauksit, magnesium silikat, silika gel dan tanah diatom sedangkan adsorben organik 
seperti arang gula, karbon aktif paling sering digunakan.
44
 
G. Kromatografi Kolom Grafitasi (KKG) 
Kromatografi kolom gravitasi (KKG) termasuk jenis teknik kromatografi 
yang paling awal dikembangkan dan termasuk kromatografi serapan yang sering 
disebut kromatografi elusi. Kolom kromatografi dapat berupa pipa gelas yang 
dilengkapi dengan kran dan gelas penyaring didalamnya. Ukuran kolom tergantung 
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pada zat yang akan dipisahkan. Untuk menahan penyerap yang diletakkan di dalam 
kolom dapat digunakan glass woll atau kapas. Aplikasi teknik banyak digunakan 
untuk pemurnian senyawa setelah melewati teknik KLT, misalnya untuk pemurnian 
karotenoid, klorofil serta senyawa bioaktif tumbuhan lainnya.teknik ini dilengkapi 
dengan spektrometer yang secara otomatis dapat mengukur spektrum serapannya. 
Biasanya, pengambilan fraksi cairan dilakukan secara manual dan kemudian diukur 
dengan spektrometer.
45
 
H. Pemurnian dan Identifikasi  
Teknik yang paling sederhana dan efektif untuk pemurnian padatan senyawa 
organik adalah kristalisasi atau rekristalisasi yaitu suau tehnik untuk mendapatkan 
bahan murni suatu senyawa. Untuk mengkristalkan suatu senyawa, biasanya 
dilakukan terlebih dahulu penjenuhan larutan kemudian diikuti dengan penguapan 
pelarut secara perlahan-lahan sampai terbentuk kristal. Pengkristalan dapat pula 
dilakukan dengan mendinginkan larutan jenuh pada temperatur yang sangat rendah. 
Banyak hal yang menentukan keberhasilan rekristalisasi, diantaranya adalah 
kecocokan pelarut. Perlu ada usaha khusus untuk menentukan pelarut yang baik 
untuk rekristalisasi.
46
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a. Kristalisasi dan Rekristalisasi 
Senyawa yang terbentuk Kristal kemurniannya mudah diketahui.Teknik 
rekristalisasi menggunakan pelarut yang sesuai. Pada proses kristalisasi terjadi 
kesetimbangan antara molekul dalam larutan dan dalam kesetimbangan dengan kisi-
kisi kristalisasinya. Karena kisi-kisi Kristal lebih tertur, berbeda dengan molekul 
pengotor. Molekul pengotor akan dikeluarkan dari kisi-kisi Kristal dan kembali ke 
larutan. Dengan demikian hanya molekul senyawa-senyawa yang diinginkan tetap 
dalam kisi-kisi Kristal sedangkan pengotornya akan kembali ke larutan. 
47
 
b. Uji Pereaksi 
Pendekatan skrining fitokimia meliputi analisis kualitatif kandungan kimia 
dalam tumbuhan atau bagian tumbuhan yang meliputi akar, batang, daun, buah dalam 
dan biji, terutama kandungan metabolit sekunder yang bioaktif, yaitu alkaloid, 
antrakuinon, flavonoid, glikosida jantung, kumarin, saponin (steroid dan 
triterpenoid), tannin (polifenolat), minyak atsir (terpenoid) dan sebagainya. Adapun 
tujuan pendekatan skrining fitokimia adalah mengetahui kandungan bioaktif atau 
kandungan yang berguna untuk pengobatan dalam tumbuhan.
48
 
c. Uji Spektroskopi Infra Red 
Identifikasi lengkap dalam golongan senyawa bergantung pada pengukuran 
sifat atau ciri lain, yang kemudian dibandingkan dengan data dalam pustaka. Salah 
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Firdaus  Zenta, Laporan Hibah Penulisan buku ajar Teknik dalam Laboratorium Kimia 
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48Dyah Septyaningsih, “Isolasi dan Identifikasi Komponen Utama Ekstrak Biji Buah Merah 
(Pandanus conoideus Lamk) “Skripsi (2010). h. 10.  
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satu cara dengan mengidentifikasi ciri spektrumnya yaitu dengan menggunakan 
spektroskopi inframerah (IR).
49
 
Spektrum inframerah senyawa tumbuhan dapat diukur dengan 
spektrofotometri inframerah yang merekam secara otomatis dalam bentuk larutan, 
bentuk gerusan dalam minyak nuyol atau bentuk padat yang dicampur dengan kalium 
bromide. Untuk padatan, sampel dibuat seperti cakram tipis dari campuran serbuk 
yang mengandung kira-kira 1 mg bahan dan 10-100 mg kalium bromida dalam 
kondisi tanpa air yang ditempa ke dalam cetakan. Jangka pengukuran mulai dari 4000 
sampai 667 cm
-1
 dan perekaman spektrum memakan waktu kira-kira tiga menit.
50
 
I. Bakteri Staphylococus 
Bakteri Staphylococcus adalah sel berbentuk bulat, gram positif tersusun 
seperti buah anggur, kuman ini mudah tumbuh pada berbagai media dan 
metabolismenya aktif, meragikan banyak karbohidrat dan menghasilkan pigmen yang 
bervariasi dari warna putih hingga kuning tua. Staphylococusaureus merupakan 
bakteri pathogen penyebab keracunan yang masuk kedalam tubuh melalui makanan 
dan minuman yang tercemar.Keracunan disebabkan kontaminasi entroksin dari 
bakteri Staphylococus aureus.Gejalanya yaitu ditandai oleh rasa mual, muntah-
muntah kemudian diare hebat beserta demam.Bakteri Staphylococusaureus bersifat 
resisten terhadap antibiotik dan resistensi sering terjadi karena penggunaan 
antibakteri yang tidak sesuai aturan, sehingga antibakteri yang digunakan menjadi 
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tidak efektif.Bakteri ini biasanya terdapat pada saluran pernapasan atas dan kulit. 
Keberadaan Staphylococus aureus pada saluran pernapasan atas dan kulit pada 
individu jarang menyebabkan penyakit, individu sehat biasanya hanya berperan 
sebagai karier. Infeksi serius akan terjadi ketika resistensi inang melemah karena 
adanya perubahan hormon, adanya penyakit, luka, atau perlakuan 
menggunakan steroid atau obat lain yang memengaruhi imunitas sehingga terjadi 
pelemahan inang.
51
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.11 : Bakteri  Staphylococcusaureus 
 
 
 
Gambar 2.13 : Bakteri Staphylococcusaureus 
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Staphylococcusaureus dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
52
 
Divisi     : Protophyta 
Kelas     : Schizomycetes 
Bangsa    : Eubacteriales 
Suku     : Micrococcaceae 
Marga     : Staphylococcus 
Jenis    :Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus tidak bergerak, tidak berspora  dan positif Gram. 
Bakteri ini mulai tumbuh pada berbagai pembenihan atau metabolisme yang aktif, 
meragikan banyak karbohidrat yang lambat, menghasilkan asam laktat tetapi tidak 
menghasilkan gas dari meragikan pigmen yang bervariasi dari putih sampai kuning 
tua. Staphylococcus  patogen sering menghemolisis darah dan mengkoagulasi plasma, 
beberapa diantaranya tergolong flora normal kulit dan selaput lendir manusia.
53
 
Pertumbuhan terbaik dan khas pada bakteri ini adalah suasana aerob,  bakteri 
ini pun bersifat anaerob fakultatif dan dapat tumbuh dalam udara  yang hanya 
mengandung hidrogen dan pH optimum untuk pertumbuhan  adalah 7,4. Warna khas 
ialah kuning keemasan, hanya intensitas warnanya dapat bervariasi.
54
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J. Escherichia coli 
Escherichia coli, atau biasa disingkat E. coli, adalah salah satu jenis spesies 
utama bakterigram negatif. Pada umumnya, bakteri yang ditemukan oleh Theodor 
Escherich ini dapat ditemukan dalam usus besarmanusia. Kebanyakan E. coli tidak 
berbahaya, tetapi beberapa, seperti E. coli tipe O157:H7, dapat mengakibatkan 
keracunan makanan yang serius pada manusia yaitu diare berdarah karena eksotoksin 
yang dihasilkan bernama verotoksin. Bakteri ini membentuk koloni bundar, cembung, 
halus dengan tepi  nyata. E. coli selama berada dalam usus tidak berbahaya, tetapi 
bila sudah berada di luar usus dan migrasi ke alat-alat tubuh lainnya, akan bersifat 
patogen. Media differensial untuk identifikasi E. coli digunakan Endo Agar dengan 
hasil warna koloni merah metalik, koloni kilap logam hasil warna koloni merah 
metalik, koloni kilap logam dan warna medium merah violet. Kandungan dari 
medium Endo Agar adalah pepton dari daging, laktosa, dikalium hidrogen fosfat, 
natrium sulfit anhidrat, fuchsin, dan agar. Warna medium sebelum digunakan adalah 
merah muda. Natrium sulfit dan fuchsin berfungsi sebagai penghambat pertumbuhan 
bakteri Gram positif
55
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Gambar 2.13 : Bakteri  Escherichia coli 
Klasifikasi bakteri Escherichia coli dapat diklasifikasikan sebagai berikut: 
Divisi      : Protophyta  
Klas        : Schizomycetes  
Ordo        : Eubacteriales  
Famili      : Enterobacteriaceae  
Genus       Escherichia  
Spesies     : Escherichia coli 
BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Pelaksanaan penelitian dimulai bulan Oktober 2015 – Februari 2016 di 
Laboratorium Kimia Organik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri 
(UIN) Alauddin Makassar, Laboratorium Mikrobiologi Rumah Sakit Universitas 
Hasanuddin (UNHAS) Makassar dan Laboratorium Organik Fakultas MIPA 
Universitas Hasanuddin (UNHAS) Makassar. 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan adalah alat-alat gelas, rotary evaporator, chamber, 
corong cintered glas, plat KLT, lampu UV 254-366 nm, kolom kromatografi cair 
vakum, neraca analitik, oven, alat penyemprot,pompa vakum, mikropipet, pipa 
kapiler, botol vial, pinset, pembakar spiritus dan alat spektrofotometer FTIR Prestige 
21 merek Shimadzu. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan adalah daun kayu bitti (Vitex cofassus), akuades, 
etanol, N-heksan, etil-asetat,pereaksi Liebermann-Buchard, pereaksi Wagner, 
pereaksi Mayer, pereaksi Dragendroff, asam sulfat(H2SO4) 10%, asam sulfat (H2SO4) 
pekat, natrium hidroksida (NaOH) 10%, natrium klorida (NaCl), silika G60 (230-400 
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mesh) Merck nomor katalog 7730, 7733 dan 7734, alumunium foil, kertas saring, 
bakteri Staphylococcus aureus dan E. coli. 
C. Prosedur Kerja 
Prosedur kerja pada penelitian ini yaitu: 
1. Preparasi Sampel 
  Daun kayu bitti (Vitex cofassus) dibersihkan dari pengotor yang menempel 
pada permukaan daun kemudian dikeringkan kurang lebih selama 2 minggu dan 
dipotong kecil-kecil (serbuk) sampai diperoleh berat konstan, kemudian hasilnya 
digunakan sebagai sampel penelitian. 
2.  Ekstraksi 
Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan metode maserasi atau 
perendaman. Serbuk daun kayu bitti (Vitex cofassus) ditimbang sebanyak 2 kg dan 
diekstraksi secara maserasi dengan pelarut n-heksan selama 1x24 jam sebanyak 3 
kali. Kemudian filtrat yang dihasilkan ditampung dan dipekatkan dengan 
menggunakan rotary evaporator. Selanjutnya hasil pemekatan digunakan untuk uji 
fitokimia, uji antibakteri dan identifikasi dengan menggunakan alatspektrofotometer 
FTIR Prestige 21 merek Shimadzu. 
3.  Identifikasi 
Identifikasi dilakukan dengan uji fitokimia kandungan senyawa aktif dengan 
uji reagen dari ekstrak pekat n-heksan daun kayu bitti dilarutkan dengan sedikit 
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masing-masing dengan pelarutnya. Kemudian dilakukan uji alkaloid, sterol, triterpen, 
uji saponin serta uji flavonoid. 
a. Uji Alkaloid 
1. Tes dengan Pereaksi Dragendorff 
Ditambahkan dua tetes pereaksi Dragendorff pada sampel, jika terjadi 
warna jingga atau endapan cokelat maka sampel tersebut mengandung 
alkaloid. 
2. Tes dengan Pereaksi Wagner 
Ditambahkan dua tetes pereaksi wagner pada sampel, jika terjadi 
endapan cokelat maka sampel tersebut mengandung alkaloid. 
3. Tes dengan Pereaksi Mayer 
Ditambahkan dua tetes pereaksi Mayer pada sampel, jika terbentuk 
endapan menggumpal berwarna putih atau kuning yang larut dalam 
metanol maka ada kemungkinan terdapat alkaloid. 
b. Uji Sterol dan Triterpen  
Tes dengan Pereaksi Lieberman-Bourchard 
Ditambahkan 3 tetes sampel pada kaca arloji, kemudian pereaksi 
Lieberman-Bourchard (asam asetat glasial-asam sulfat pekat) diteteskan ke 
dalamnya, bila positif terpenoid terbentuk warna merah hingga ungu dan bila 
positif steroid terbentuk warna biru atau hijau. 
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c. Uji Flavonoid  
Pemeriksaan golongan flavonoid dapat dilakukan uji yang dapat 
diketahui melalui perubahan warna, yaitu : 
a) Tes dengan NaOH 10%  
Beberapa tetes sampel ditambahkan ke dalam cawan petri, kemudian 
ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 10%. Perubahan warna yang terjadi 
diamati dari kuning tua menjadi kuning muda. 
b) Tes dengan H2SO4 (pekat) 
Ditambahkan beberapa tetes sampel dalam 2-4 tetes larutan H2SO4 
pekat. Perubahan warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi merah 
tua. 
c) Tes dengan FeCl3 
Diteteskan pereaksi besi (III) klorida (FeCl3) pada sampel, perubahan 
warna yang terjadi biru hitam atau kompleks biru. 
4. Fraksinasi dengan KLT, KKCV dan KKG 
Ekstrak kental yang diperoleh di KLT kemudian diteruskan dengan 
kromatografi kolom cair vakum (KKCV). Fraksi yang menunjukkan adanya kristal 
dilanjutkan pada kromatografi kolom grafitasi (KKG), sehingga diperoleh fraksi yang 
lebih sederhana.  
5. Pemurnian  
Pemurnian dilakukan dengan cara kristalisasi dan rekristalisasi dengan pelarut 
n-heksan, sehingga diperoleh kristal murni yang berwarna putih kehijauan yang 
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ditandai dengan hasil KLT yang menunjukkan satu noda pada tiga sistem eluen 
dengan menggunakan eluen  
6. Identifikasi Ekstrak N-heksan Daun Kayu Bitti dengan Menggunakan 
Spektrofotometer Infra Red (IR) 
Disiapkan isolat hasil pemurnian ditumbuk hingga memenuhi ukuran partikel 
kurang dari 2 µm. Kemudian dimasukkan ke dalam pellet press secara merata. Pellet 
press dihubungkan ke pompa vakum selama 15 menit diusahakan pellet yang 
terbentuk mempunyai ketebalan 0,3 mm (transparan), selanjutnya dibuka pellet secara 
hati-hati dan dipindahkan ke dalam sel holder menggunakan spatula. Setelah itu 
diatur alat spektrometer Infra Merah (IR) dengan kecepatan kertas pada posisi 
“normal” dan ekspansi transmisi “100x”. Dicek skala kertas melalui pembuatan 
spektrum dari film polystiren. Apabila skala kertas sudah tepat, dengan cara yang 
sama dibuat spektrum Infra Red (IR) dari sampel yang sudah disiapkan, kemudian 
ditentukan gugus-gugus fungsinya. 
7. Uji Aktifitas Antibakteri 
a) Pembuatan konsentrasi ekstrak dan kristal  
Ekstrak kental daun kayu bitti dibuat dalam beberapa konsentrasi yaitu 
konsentrasi 100%, 50% dan 20% dengan pelarut n-heksan. Begitupun dengan 
kristal murni. 
b) Penyiapan bakteri uji 
Bakteri yang digunakan adalah isolat bakteri staphylococcus aureus 
dan E. coli. 
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c) Peremajaan bakteri  
Bakteri uji diremajakan dengan menggoreskan bakteri menggunakan 
ose pada media agar miring NA dan diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 24 
jam.  
d) Pembuatan suspense bakteri  
Satu ose bakteri staphylococcus aureus dan E. coli dari medium NA  
diambil dan dicampurkan kedalam NaCl 0,9% kemudian dihomogenkan. 
Suspense bakteri kemudian disamakan kekeruhannya dengan larutan standar 
0,5 Mc Farlan dengan menggunakan alat Densicheck. 
e) Penyiapan media Muller Hinton Agar (MHA) 
Ditimbang 3,8 gram MHA dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dan 
ditambahkan 100 ml aquades, dipanaskan sampei mendidih dan diaduk. 
Ditutup dengan kapas yang dibungkus dengan kasa steril. Disterilkan media 
diautoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit. Setelah steril, tuang media 
MHA kedalam capet sebanyak 5 mL dan biarkan 15 menit, selanjutnya 
letakkan pencadang di atas permukaan media dan tuang media MHA sebanyak 
15 mL dan biarkan selama 15 menit, cabut pencadang dari permukaan media 
sehingga terbentuk sumur/lubang. 
f) Pengujian aktivitas bakteri staphylococcus aureus dan E. coli. 
Inokulasikan suspensi bakteri staphylococcus aureus dan E. coli pada 
permukaan media MHA dengan swab steril hingga seluruh permukaan kontak 
dengan isolat bakteri, diamkan ± 15 menit hingga permukaan media kering. 
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Dengan menggunakan mikropipet, teteskan ± 200 µL ekstrak pada 
sumur/pencadang, control obat yang digunakan yaitu disk ciprofloxacin, 
control negatifnya n-heksan. Inbubasi 2x24 jam, amati dan ukur zona hambat 
yang dihasilkan pada setiap konsentrasi dengan jangka sorong, lakukan 
pengulangan sebanyak 3 kali.  
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil  
1. Ekstraksi 
Sampel daun kayu bitti (Vitex cofassus) yang telah dipreparasi kemudian 
dimaserasi dengan menggunakan pelarut n-heksan selama 24 jam (3 hari) 
menghasilkan ekstrak n-heksan sebanyak 26,2497 gram. Kemudian ekstrak kental 
yang diperoleh di uji KLT untuk mengetahui eluen yang cocok untuk melakukan 
kromatografi kolom cair vakum dengan berbagai perbandingan pelarut. Hasil dari 
KLT menunjukkan eluen yang cocok yaitu eluen n-heksan:etil asetat (9:1)(Lampiran 
2). 
2. Identifikasi 
Ekstrak kental dari N-heksan selanjutnya di uji fitokimia untuk mengetahui 
jenis metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya dengan berbagai pereaksi.  
Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan positif mengandung 
senyawa metabolit sekunder alkaloid dan steroid. Hasil uji fitokimia terlihat pada 
Gambar 4.1 dan Tabel 4.1 di bawah ini. 
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Tabel 4.1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak n-Heksan Daun Kayu Bitti 
 
No Jenis Pereaksi Hasil Keterangan 
1 Mayer Endapan Kuning + Alkaloid  
2 Dragendorf Endapan cokelat  + Alkaloid 
3 Wagner Endapan cokelat + Alkaloid 
4 Lieberman buchard Endapan hijau  +Steroid 
5 NaOH 10% Endapan hijau  -Flavanoid 
6 H2SO4 Endapan hijau tua -Flavanoid 
7 FeCl3 Endapan cokelat -Flavanoid 
 
Keterangan : 
 (+)  :  ada senyawa 
  (-)  :  tidak ada senyawa 
3. Fraksinasi dan Pemurnian  
Ekstrak n-heksan yang diperoleh difraksinasi dengan menggunakan 
kromatografi kolom cair vakum (KKCV) dengan eluen n-heksan: etil asetat yang 
diketahui kepolarannya yaitu pelarut 100% n-heksan (dua kali), n-heksan:etil 
asetat (9,5:0,5 dua kali, 9:1 dua kali, 8:2 tiga kali, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) 
dan 100% etil asetat sehingga menghasilkan 17 fraksi,seperti pada tabel 4.2. 
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Tabel 4.2. Tabel hasil pengamatan fraksinasi 
Fraksi Eluen Karakteistik fraksi 
1 n-heksan 100% Larutan hijau 
2 n-heksan 100% Larutan hijau 
3 n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5) Larutan cokelat 
4 n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5) Larutan cokelat kekuningan 
5 n-heksan: etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
6 n-heksan: etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
7 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan kuning kehijauan 
8 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan hijau 
9 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan hijau pekat 
10 n-heksan: etil asetat (7:3) Larutan hijau pekat 
11 n-heksan: etil asetat (6:4) Larutan hijau kekuningan 
12 n-heksan: etil asetat (5:5) Larutan hijau kekuningan 
13 n-heksan: etil asetat (4:6) Larutan hijau kekuningan 
14 n-heksan: etil asetat (3:7) Larutan hijau kekuningan 
15 n-heksan: etil asetat (2:8) Larutan kuning 
16 n-heksan: etil asetat (1:9) Larutan hijau muda 
17 100%  Etil asetat Larutan hijau muda 
 
Fraksi-fraksi di KLT untuk mengetahui pemisahan komponen-komponen dan 
selanjutnya fraksi dengan noda dan nilai Rf yang sama digabung. 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.2. Kromatografi Lapis Tipis setelah KKCV 
1          2        3         4          5          6      7      8       9        10       11      12     13    14     15    16   17 
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Setelah digabung diperoleh 6 fraksi yang diantaranya fraksi A (fraksi 1-3), 
fraksi B (fraksi 4 - 6), fraksi C (faksi 7), fraksi D (fraksi 8), fraksi E (fraksi 9-12) dan 
fraksi F (fraksi 13-17). 
 
 
 
 
 
Gambar 4.3. Kromatografi Hasil KLT fraksi Gabungan 
Fraksi A menunjukkan tanda-tanda kristal,sehingga dilanjutkan dengan proses 
kristalisasi dan rekristalisasi dengan menggunakan pelarut aseton. Hasilnya berupa 
kristal yang berwarna putih. Kristal kemudian dianalisis dengan uji KLT 
menggunakan eluen n-heksan:etil asetat (7:3) dan menunjukkan satu noda. Kemudian 
kemurnian kristal dilakukan melalui uji KLT 3 sistem eluen yaitu menggunakan eluen 
kloroform: n-heksan (8:2), n-heksan: metanol (9:1) dan etil asetat:klorofom (4:6) dan 
masing-masing menunjukan satu noda.Kristal murni yang diperoleh sebesar 4,4128 
gram. 
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(a)                         (b)                            (c) 
Gambar 4.3 : Kromatografi Hasil KLT uji Sistem tiga Eluen (a) eluen 
klororofm: n-heksan (8:2) Rf 0,2 (b) eluen n-heksan: metanol (9:1) Rf 0,6 dan (c) 
eluen etil asetat: kloroform (4:6) Rf 0,8 
 
4. Karakterisasi dengan Spektrofotometer IR  
Selanjutnya adalah karakterisasi dengan menggunakan spektrofotometer IR. 
Hasil identifikasi pada spektrofotometer IR di lihat pada Tabel 4.4.  
Tabel 4.4. Hasil Serapan Spektoskopi IR ekstrak n-heksan 
No Daerah serapan (cm
-1
) Pada Pustaka
56
 Gugus Fungsi 
1 3446,89 – 3130,47 3500-3200 N - H 
2 2918,3 – 2848,86 2936-2916 C –H 
3 2337,72 – 2019,47 2400-2300 C= C 
4 1467,83 1465 CH2 
5 1377,17 1450 CH3 
 
5. Uji Antibakteri  
Hasil uji antibakteri pada ekstrak dan kristal dengan metode sumuran terhadap 
bakteri Staphylococcus aureus dan E-coli. 
                                                 
56Stephen Indra dkk, “Ekstraksi Antioksidan dari Kulit Buah Manggis (Garchinia mangistana 
L)” Jurnal Lembaga Penelitian dan Pengabdian Masyarakat Universitas Khatolil Parahyangan, 
Bandung (2011)., h. 34.   
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Tabel 4.5. Tabel Antibakteri Ekstrak n-Heksan Daun Kayu BItti 
No Sampel Konsentrasi  Zona 
Hambat 
Zona 
Hambat 
Staphylococcus 
aureus 
Zona 
Hambat  
E.Coli 
1. Ekstrak  
100% Negatif  
 
(-)  
 
 
(-)  
50% Negatif 
20% Negatif 
Kontrol (+) Positif 
Kontrol (-) Negatif 
2. Kristal  
100% Negatif  
 
(-)  
 
 
(-)  
50% Negatif 
20% Negatif 
Control (+) Positif 
Control (-) Negatif 
 
Keterangan:  
K (-)  : Kontrol (-) yaitu pelarut 
K (+)  : Kontrol (+) yaitu kontrol obat (ciprofloxacin) 
- : Tidak terjadi pertumbuhan bakteri 
+ : Terjadi pertumbuhan bakteri  
B. Pembahasan 
1. Ekstraksi 
Daun kayu bitti dikeringkan pada suhu kamar tanpa terkena cahaya sinar 
matahari langsung, karena jika terkena sinar matahari langsung maka hampir 
sebagian besar senyawa metabolit sekunder dalam sampel akan rusak oleh panas 
matahari secara langsung. Tujuan pengeringan untuk mempermudah membuat serbuk 
dan mengurangi kadar air dari dalam sampel sehingga tidak ditumbuhi jamur. Sampel 
yang dikeringkan dihancurkan dengan menggunakan blender sampai berbentuk 
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serbuk bertujuan untuk memperluas permukaan yang berkontak langsung dengan 
pelarut sehingga proses ekstraksi berlangsung lebih sempurna. 
Ekstraksi adalah teknik pemisahan secara kimia atau fisika dengan sejumlah 
bahan padat atau bahan cair yang terdapat pada jaringan tumbuhan. Ekstraksi yang 
dilakukan dalam penelitian yaitu ekstraksi dengan metode maserasi. Maserasi 
merupakan teknik dengan cara perendaman menggunakan pelarut tertentu pada 
temperatur kamar. Dalam teknik ekstraksi maserasi memiliki beberapa keuntungan 
yaitu pengerjaannya mudah, sangat cocok untuk senyawa metabolit sekunder yang 
tidak tahan panas dan dapat melarutkan banyak senyawa metabolit sekunder kecuali 
bahan yang mudah mengembang. Didalam pemilihan pelarut yang digunakan dalam 
maserasi harus pelarut yang ideal yaitu pelarut yang menunjukkan selektivitas 
maksimal yang mempunyai kapasitas terbaik yang ditinjau dari sifat-sifat bahan yang 
diekstraksi. Senyawa polar dapat larut dalam pelarut polar dan senyawa nonpolar 
dapat larut dalam pelarut nonpolar. Pelarut yang dipakai dalam prosesmaserasi adalah 
pelarut n-heksan. Pelarut n-heksan dipilih karena n-heksan merupakan pelarut yang 
dapat melarutkan senyawa-senyawa metabolit sekunder yang nonpolar. Maserasi 
dilakukan selama 3x24 jam dan menghasilkan maserat yang berwarna hijau pekat 
sebanyak 26,2497 gram. Maserat selanjutnya dievaporasi yang bertujuan untuk 
memekatkan maserat sehingga menghasilkan ekstrak kental n-heksan dari daun kayu 
bitti (Vitex cofassus). 
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2. Identifikasi 
Ekstrak kental yang didapatkan selanjutnya, dilakukan uji fitokimia pada 
ekstrak yang menunjukkanhasil bahwa n-heksan positif mengandung senyawa 
metabolit sekunder alkaloid dan steroid (Tabel 4.1). kemudian ekstrak n-heksan 
dianalisis dengan KLT yang merupakan identifikasi awal untuk menentukan jumlah 
senyawa dari ekstrak kental. KLT bertujuan untuk mengetahui eluen yang bagus 
untuk proses fraksinasi awal dengan kromatografi kolom cair vakum (KKCV), eluen 
yang dipakai di uji dengan beberapa perbandingan pelarut mulai dari yang kepolaran 
rendah sampai yang kepolarannya tinggi. Eluen boleh dikatakan bagus apabila 
memiliki pola pemisahan yang paling baik dari pada eluen lain, karena memberikan 
noda terbanyak dan terpisah baik serta jarak antara noda cukup terpisah.Eluen yang 
dipakai adalah n-heksan:etil asetat (9:1). Selain uji KLT ekstrak kental juga dilakukan 
uji fitokimiayang bertujuan untuk mengetahui jenis-jenis senyawa metabolit sekunder 
yang terdapat dalam ekstrak. 
3. Fraksinasi dan Pemurnian  
Fraksinasi adalah proses pemisahan komponen-komponen senyawa dalam 
ekstrak kental menjadi fraksi. Fraksinasi awal dilakukan dengan kromatografi kolom 
cair vakum (KKCV). Fase diam yang dipakai adalah silikaG60 PF 254tipe 7730 dan 
eluen n-heksan : etil asetat (9:1) sebagai fase gerak untuk memisahkan senyawa-
senyawa pada ekstrak berdasarkan tingkat polaritasnya. Ekstrak  kental yang dipakai 
adalah sebanyak 3 gram kemudian diimprect dengan silika tipe 7730. Pengemasan 
kolom harus betul-betul rapat yang bertujuan agar proses elusi dan pemisahan 
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senyawanya sempurna. Eluen yang dipakai adalah 100% n-heksan, n-heksan:etil 
asetat (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) dan 100 etil asetat. Hal ini bertujuan 
agar senyawa yang nonpolar dan polar semuanya turun terelusi bersama dengan eluen 
kromatografi kolom cair vakum dibantu dengan tekanan dari pompa vakum sehingga 
laju aliran fase gerak meningkat. Fraksi yang terelusi bersama dengan eluen 
ditampung kedalam mangkok kaca dan menghasilkan warna fraksi masing-masing. 
Fraksi yang diperoleh dari hasil kromatografi kolom cair vakum adalah sebanyak 17 
fraksi dapat dilihat pada (tabel 4.2), fraksi-fraksi yang didapat selanjutnya di KLT 
dengan eluen n-heksan:etil asetat (9:1) yang bertujuan agar senyawa-senyawa yang 
memiliki penampakan noda yang sama pada KLT digabung. Hasil fraksi gabungan 
terdiri dari fraksi A, fraksi B, fraksi C, fraksi D, fraksi E dan Fraksi F yang terdiri dari 
6 fraksi. Fraksi yang menunjukkan tanda-tanda kistal adalah fraksi A. 
Fraksi A yang didapat dari kromatografi cair vakum dilakukan dengan uji 
pemurnian.Jika senyawa tersebut telah murni akan memberikan noda tunggal dalam 
eluen lainnya dan apabila kristal belum murni maka dilanjutkan pemurnian dengan 
cara kristalisasi dan rekristalisai. Teknik rekristalisasi menggunakan pelarut yang 
sesuai. Proses pemurnian kistal dilakukan dengan pelarut aseton. Kristal yang 
diperoleh dari hasil rekristalisasi adalah kristal berwarna putih kekuningan yang 
selanjutnya dilakukan kembali uji 3 sistem eluen. Eluen yang digunakan adalah eluen 
kloroform: n-heksan (8:2), n-heksan: metanol (9:1) dan etil asetat:klorofom (4:6). 
Satu noda dari 3 sistem eluen yang membuktikan bahwa kristal diperoleh telah murni. 
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4. Karakterisasi dengan Spektrofotometer IR 
Tampilan spektrum menunjukkan bahwa puncak yang menunjukkan gugus-
gugus fungsi dengan grafik perbandingan serapan bilangan gelombang terdapat 
transmitan (%T) terlihat pada (Gambar 4.4 dan Tabel 4.4).  
 
 
 
 
 
 
 
Hasil karakterisasi IR terhadap kristal murni memperlihatkan adanya serapan-
serapan yang khas untuk beberapa gugus fungsi diantaranya ialah pada daerah 
bilangan gelombang pada peak 3446,89 cm
-1
sedangkan serapan pada bilangan 
gelombang3606,89 cm
-1
yang menunjukkan adanya gugus N-Htetapi dengan 
intensitas sangat lemah sehingga hasil serapan tidak terdeteksi, pada bilangan 
2918,3cm
-1
 - 2848,86 cm
-1
 memberi petunjuk adanya vibrasi alifatik, pada bilangan 
2337,72 cm
-1
 -2019,47 cm
-1
 menunjukkan gugus C=C, pada bilangan 1467,83 cm-1 
merupakan CH2, sedangkan pada daerah serapan 1377,17 cm
-1
  adalah CH3.Menurut 
C=C C-H 
N-H 
C-H 
CH3 
 
C-C 
CH2 
C=C OH 
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(Fessenden 1986) gugus OH pada bilangan gelombang 3446,89 cm
-1
sedangkan 
serapan pada bilangan gelombang 3606,89 cm
-1
menunjukkan vibrasi ulur N-H. 
alkohol dan amina menunjukkan absorpsi uluran OH atau N-H yang jelas pada 
bilangan gelombang 3000-3700 cm
-1
 disebelah kiri absorpsi CH. Berdasarkan  data 
spektroskopi IR dapat diketahui bahwa senyawa yang terdapat dalam kristal 
mempunyai gugusN-H yang teridentifikasi sebagai senyawaalkaloid. Uji titik leleh 
kristal alkaloid menggunakan alat melting point hasil analisa menunjukkan bahwa 
titik leleh yang diperoleh yaitu 77,1
o
C.  
5. Uji AntibakteriStaphylococcus aureus dan E-coli 
Uji aktivitas antibakteri bertujuan untuk mengetahui aktivitas ekstrak n-heksan 
pada daun kayu bitti (Vitex cofassus) terhadap Staphylococcus aureus dan E. coli. Uji 
terhadap kontrol menunjukkan hasil bahwa kontrol negatif dari ekstak n-heksan tidak 
ditemukan adanya pertumbuhan bakteri atautidak menghambat. terlihat pada (Tabel 
4.4) dan  (Gambar 4.4). 
 
 
 
 
 
Gambar 4.4 :Uji antibakteri ekstrak N-Heksan dengan bakteri Staphylococcus aureus dan 
Escherichia coli. 
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Gambar 4.5 Uji antibakteri Kristal dengan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli. 
Kontrol pertumbuhan menunjukkan hasil bahwa bakteri S. Aureus dan E. coli 
dapat tumbuh dengan baik. Uji aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak n-
heksan daun kayu bitti tidak memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. Aureus 
dan E. coli pada konsentrasi 100%, 50% dan 20% tidak menghambat pertumbuhan 
bakteri. Hal ini kemungkinan disebabkan karena senyawa-senyawa aktif yang tersari 
dalam masing-masing ekstrak mempunyai tingkat kepolaran yang berbeda serta 
senyawa aktif yang berpotensi sebagai antibakteri tidak bisa tersari dalam pelarut non 
polar seperti n-heksan. 
Dalam prespektif islam, segala sesuatu yang diciptakan Allah dimuka bumi ini 
pasti memiliki manfaat dan kegunaannya. Demikian pula Allah menciptakan manusia 
dengan banyak kelebihan dibandingkan dengan makhluk hidup yang lain. Manusia 
diberi akal dan pikiran dengan tujuan untuk memikirkan dan mengungkap segala 
sesuatu yang ada di dunia, seperti firman Allah dalam surat at Thaha ayat 53. 
"Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air hujan. 
Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan 
yang bermacam-macam". 
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Allah memberikan kepada tiap-tiap sesuatu bentuk kejadiannya, kemudian 
memberinya petunjuk. Allah menempatkan manusia di bumi dengan 
menghamparkannya agar mereka dapat menikmati hidup dan berakal guna meraih 
kehidupan yang lebih mulia dan tinggi. 
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BAB V 
PENUTUP 
 
 
A. Kesimpulan 
1. Senyawa ekstrak n-heksan daun kayu Bitti (Vitex cofassus) berupa kristal 
putih yang diduga merupakan senyawa golongan alkaloid. 
2. Dari ekstrak n-heksan daun kayu bitti (Vitex cofassus) pada konsentrasi 
100%, 50% dan 20% dan senyawa murninya tidak memiliki zona hambat 
pada uji aktivitas bakteriStaphylococus aureus dan  Escherichia coli. 
B. Saran  
Saran pada penelitian ini yaitu sebaiknya perlu dilakukan pengujian senyawa 
ekstrak n-heksan lebih lanjut dengan menggunakan perbandingan fase gerak yang 
lebih tepat dan sebaiknya perlu dilakukan juga aktivitas antibakteri dengan senyawa 
non polar yang lain atau dengan memilih bagian tanaman yang lain dari tanaman 
daun kayu bitti. 
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Lampiran 1.Skema/Bagan Penelitian Isolasi dan Identifikasi Senyawa Bioaktif 
Antibakteri dari Ekstral N-Heksan Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
 
 
- Preparasi Sampel 
 
- Diekstrak dengan pelarut n-heksan 
 
 
 -Evaporasi 
  
 
- Uji Fitokimia 
- Uji KLT 
- Fraksinasi  (KKCV) dengan eluen n-Heksan, 
n-Heksan: etil asetat (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 
4:6, 3:7, 2:8, 1:9), etil asetat. 
 
 
- Uji KLT 
- Digabung fraksi yang memiliki noda yang 
sama  
 
 
 
Daun Kayu Bitti 
(Vitex Cofassus) 
n-Heksan  
Ekstrak 
Ampas 
17 Fraksi 
C 
Fraksi 7 
Serbuk 
Pelarut 
E 
Fraksi 9-12 
D 
Fraksi 8 
F 
Fraksi 13-17 
B 
Fraksi 4-6 
A 
Fraksi 1-3 
 
61 
62 
 
 
44 
LAMPIRAN II DOKUMENTASI PENELITIAN 
1. PREPARASI SAMPEL 
       Pohon sampel daun Kayu Bitti                     Pengambilan sampel daun Kayu Bitti  
                 (Vitex cofassus)                                              (Vitex cofassus) 
       Proses pengeingan sampel tanpa                  Sampel ditimbang sebanyak 1000 
gram terkena sinar matahari 
langsung. 
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2. EKSTRAKSI 
Proses maserasi dengan pelarut n-heksan        Hasil maserasi (Maserat) 
Selama 1x24 jam (3 kali) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                       Ekstrak kental 
3. FRAKSINASI 
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Silika                                          Ekstrak                                            Hasil imprek silika 
dan ekstrak 
 
 
 
 
 
Kromatografi kolom cair vakum                            Hasil Fraksi KKCV 
 
 
 
 
                                             Fraksi Gabungan      
 Fraksi A            Fraksi B          Fraksi C             Fraksi D              Fraksi E                   Fraksi F         
(1-3)               (4-6)              (7)                  (8)               (9-12)                (13-17) 
 
 
 
 
 
Kristal 
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4. UJI SPEKTROFOTOMETER INFRA RED (IR) 
 
 
 
 
 
 
                                           Spektofotometer FTIR 
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5. UJI ANTIBAKTERI 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hasil uji Antibakteri 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ekstrak dengan bakteri 
Escherichia coli 
Ekstrak dengan bakteri 
Staphylococcus aureus 
 
Ekstrak dengan bakteri 
Staphylococcus aureus 
 
Ekstrak dengan bakteri 
Escherichia coli 
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Escherichia coli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Kristal dengan bakteri 
Staphylococcus aureus 
Kristal dengan bakteri 
Staphylococcus aureus 
Kristal dengan bakteri 
Escherichia coli 
 
Kristal dengan bakteri Escherichia 
coli 
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LAMPIRAN TABEL  
1. Tabel Uji Fitokimia N-Heksan Daun Kayu Bitti  
No Jenis Pereaksi Hasil Keterangan 
1 Mayer Endapan Kuning + Alkaloid  
2 Dragendorf Endapan cokelat  + Alkaloid 
3 Wagner Endapan cokelat + Alkaloid 
4 Lieberman buchard Endapan hijau  +Steroid 
5 NaOH 10% Endapan hijau  -Flavanoid 
6 H2SO4 Endapan hijau tua -Flavanoid 
7 FeCl3 Endapan cokelat -Flavanoid 
 
2. Tabel Pengamatan Fraksinasi 
Fraksi Eluen Karakteistik fraksi 
1 n-heksan 100% Larutan hijau 
2 n-heksan 100% Larutan hijau 
3 n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5) Larutan cokelat 
4 n-heksan: etil asetat (9,5: 0,5) Larutan cokelat kekuningan 
5 n-heksan: etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
6 n-heksan: etil asetat (9:1) Larutan kuning muda 
7 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan kuning kehijauan 
8 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan hijau 
9 n-heksan: etil asetat (8:2) Larutan hijau pekat 
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10 n-heksan: etil asetat (7:3) Larutan hijau pekat 
11 n-heksan: etil asetat (6:4) Larutan hijau kekuningan 
12 n-heksan: etil asetat (5:5) Larutan hijau kekuningan 
13 n-heksan: etil asetat (4:6) Larutan hijau kekuningan 
14 n-heksan: etil asetat (3:7) Larutan hijau kekuningan 
15 n-heksan: etil asetat (2:8) Larutan kuning 
16 n-heksan: etil asetat (1:9) Larutan hijau muda 
17 100%  Etil asetat Larutan hijau muda 
 
3. Tabel Serapan Spektroskopi IR Ekstrak N-Heksan 
No Daerah serapan (cm
-1
) Gugus Fungsi 
1 3446,89 – 3130,47 N - H 
2 2918,3 – 2848,86 C –H 
3 2337,72 – 2019,47 C= C 
4 1467,83 CH2 
5 1377,17 CH3 
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4. Tabel Antibakteri Ekstrak N-Heksan Daun Kayu Bitti 
No Sampel Konsentrasi  Zona 
Hambat 
Zona 
Hambat 
Staphylococc
us aureus 
Zona 
Hambat  
E. Coli 
1. Ekstrak  
100% Negatif  
 
(-)  
 
 
(-)  
50% Negatif 
20% Negatif 
Kontrol (+) Positif 
Kontrol (-) Negatif 
2. Kristal  
100% Negatif  
 
(-)  
 
 
(-)  
50% Negatif 
20% Negatif 
Control (+) Positif 
Control (-) Negatif 
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LAMPIRAN III 
1. Hasil KLT Ekstrak Daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) 
 
 
 
 
 
 
Hasil KLT ekstrak daun Kayu Bitti (Vitex cofassus) dari (9:1), (8:2), (7:3),                                                                         
(6:4) dan (5:5) 
 
2. Hasil KLT Kromatografi kolom cair vakum (KKCV) 
 
 
 
 
 
 
KLT Hasil dari 17  fraksi 
 
 
 
 
1          2        3         4          5                6                7              8       9        10       11      12     13      14       15       
16       17 
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                  KLT Hasil Fraksi Gabungan dari KKCV 
3. Kromatografi Hasil KLT satu noda Kristal 
 
 
 
 
 
 
                                  Hasil KLT Satu Noda Kristal 
4. Kromatografi Uji Sistem Tiga Eluen 
 
 
 
 
Hasil KLT uji sistem Tiga Eluen Kloroform: n-heksan (8:2), eluen n-
heksan: metanol (9:1) dan etil asetat: Kloroform (4:6) 
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